Inhibition competitive de la Phé:tRNA ligase des embryons de ble par l'acide aurine tricarboxylique  by Carias, J.R. & Julien, R.
Volume 56, number 2 FEBS LETTERS August 1975 
INHIBITION COMPETITIVE DE LA Phe: tRNA LIGASE DES EMBRYONS DE BLE PAR 
L’ACIDE AURINE TRICARBOXY LIQUE 
J. R. CARIAS et R. JULIEN 
Loboratoire de Biochemie, U. E. R. des Sciences, 123, rue Albert Thomas, 87100 - Limoges, France 
Received 17 June 1975 
SUMMARY 
Aurin tricarboxylic acid (A.T.A.), an inhibitor of protein biosynthesis (initiation and elongation steps), acts also as a compet- 
itive inhibitor of phenylalanine, in the ATP-PPi exchange and tRNA Phe aminoacylation reactions catalysed by cytoplasmic wheat 
germ phenylalanine: tRNA ligase. 
1. Introduction 
Si de nombreuses substances ont connues pour leur 
action inhibitrice des Btapes de l’initiation et de I’Clonga- 
tion des chaines peptidiques [ 11, rares sont celles, non 
analogues de substrats, qui agissent sur les reactions 
catalysees par les amino acides:tRNA ligases, c’est-&dire 
l’activation et la charge sur les tRNA des acides aminks. 
Seule jusqu’ici la Borrklidine, un antibiotique, a BtC 
signalee pour son inhibition sp&ifique de la thrkonine: 
t RNA ligase [ 2-41. 
Dans une Ctude sur l’acide aurine tricarboxylique 
(A.T.A.), Siegelman et Apirion [5] ont cependant 
montrC que cette substrance, souvent citde comme 
inhibitrice de l’initiation de la syntht%e des proteines 
[6-91, exercait Bgalement une inhibition sur d’autres 
&apes de ce processus et en particulier sur l’amino- 
acylation des tRNA. 
Nous montrons dans ce travail que dans certaines 
conditions, 1’ A.T.A. se prt%ente comme un inhibiteur 
competitif de la phknylalanine dans les riactions 
d’echange et d’aminoacylation catalysdes par la 
phgnylalanine: t RNA ligase des embryons quiescents 
de Blk. 
2. Materiel et methodes 
L.es embryons de BIB proviennent d’une minoterie 
North-Holland Publishing Company - Amsterdam 
locale. Une double chromatographie sur BD-cellulose 
de tRNA global du germe suivant les pro&d& de 
Gillam et al. [lo] et Yoshikami et Keller [ 1 l] foumit 
le tRNAPhb de BlC. La PhC-tRNA ligase ClectrophorC- 
tiquement pure est obtenue selon un procCdt! qui sera 
public ultkrieurement. Son activite spBcifique est de 
50 nmol de [ 14C] Phd-tRNA form6 par minute et par 
milligramme d’enzyme, dans les conditions d’amino- 
acylation d&rites. 
L.e pyrophosphate “Pet la L-[‘4C]phCnylalanine 
sont foumis par le Commissariat g 1’Energie Atomique; 
l’acide autine tricarboxylique (se1 d’ammonium) est 
un produit Sigma. 
2.1. Test d’aminoacylation 
L’activitC enzymatique est mesurie Q son pH opti- 
mum dans un milieu rkactionnel qui contient pour 
un volume final de 0.1 ml: HEPES (pH 8.2) 5.5 pmol, 
1.5 pmol MgClz, 1 pmol ATP, 5 pmol KCl, 0.12 I.tmol 
de glutathion rdduit, 30 pg de s&urn albumine bovine, 
30 pg de tRNA phB, 0.2 &i de L-[‘4C]phCnylalanine 
(250 @i/pmol) et 0.4 pg d’enzyme puritiCe. 
Apr& 3 minutes d’incubation g 37”C, la totalit 
du milieu est deposCe sur un disque de papier Whatman 
3 MM qui est ensuite trait6 selon le pro&dC de Mans 
et Novelli [ 121. 
2.2. Rkaction d’.khange A TP-PPt 
L’activation de la phknylalanine s’observe dans 
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un milieu rkactionnel qui contient pour un volume 
final de 0.25 ml: HEPES (pH 8.2) 13.75 pmol, 3 pmol 
MgClz, phenylalanine en quantitC variable, 0.5 prnol 
ATP, 0.5 pmol de pyrophosphate de sodium 32P 
(0.5 &i/pmol) et 1 Erg d’enzyme. 
La riaction est arrCtCe aprBs 15 minutes d’incuba- 
tion B 37”C, la radioactiviti incorporCe dans I’ATP 
est dBterminCe selon le pro&d6 dCcrit par Lemoine 
et al. [13]. 
Par analogie avec I’aminoacylation, le diagramme 
de Lineweaver et Burk permet de dt%nir un para- 
mktre que l’on peut assimiler B une constante 
d’Cchange (le pyrophosphate et I’ATP Btant constants) 
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3. Resultats et discussion Fig.1. Effet de l’acide aurine tricarboxylique !4.T:A.) sur 
l’activiti enzymatique au tours de la &action d’aminoacyla- 
3.1. Aminoacylation du tRNAph” en prhence d’akide 
aurine tricarboxylique (A. T.A.) 
tion du tRNAPhB. Mg*+/ATP infra optimal, 0.75 (*......*) et 
optimal 1.5 (A- - --A). L’activitB enzymatique st exprimbe 
en pmol de [‘“Cl Phi: tRNA form& par minute dam les 
L’expkrience, r6alisie pour deux valeurs du rapport conditions d&rites (2.1.). 
l/v 
4. 






Fig.2. D&termination des constantes de Michaelis apparentes en presence ou non d’A.T.A. pour la reaction d’aminoacylation du 
tRNAPhB. Les conditions expkrimentales correspondent g celles indiqukes au chapitre 2.1. l/V est exprimk en unites arbitraires 
a partir des mesures de radioactivitb en cpm. La concentration de phknylalanine S varie de 4.10-’ M & 8.10w6 M. Les constantes 
de Michaelis apparentes ont pour valeurs: 6.1*1O-6 M (A.T.A. = 0); 8.1.10’-6 M (A.T.A. = 2.10m6 M); 16.9.10w6 M (A.T.A. = 
3*10-6 M); 28.6~10-~ M (A.T.A. = 4.10-6 M). 
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Fig.3. Variation des KM apparents en fonction de la concen- 
tration d’A.T.A. presente dans le milieu d’aminoacylation. 
L’effet inhibiteur de 1’A.T.A. se manifeste a park d’une 
concentration limite (1.8.10e6 M). La translation de l’axe 
des ordonnees jusqu’a cette valeur a partir de laquelle le KM 
pour la phenylalanine st une fonction lineaire de la concen- 
tration d’A.T.A. permet de determiner KI. 
, 6% .‘M , [ATA] 10% 
Fig.5. Variation des ‘constantes’ apparentes d’echange n 
fonction de la concentration d’A.T.A. Ce diagramme permet 
de definir la constante KI (9.10m6 M). 
L 







Fig.4. Determination des ‘constantes’ apparentes d&change en presence ou non d’A.T.A. au tours de la reaction d’echange 
ATP-PPi ‘Phe dependante’. l/Vest exprime en unites arbitraires (voir fig.2). La concentration de la phenylalanine (S) varie 
de 2.10-’ M a 2.10-’ M. Dans les conditions experimentales indiquees au chapitre 2.2., les ‘constantes’ apparentes d’echange 
determinees ont pour valeurs: 5.0.10-5 M (sans A.T.A.); 7.10-’ M (A.T.A. = 4.10w6 M); 1.10e4 M (A.T.A. = 1.10m5 M); 
1.5.10-4 M (A.T.A. = 2.10-s M). 
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Mg*‘/ATP (optimal: 1.5; infra optimal: 0.75) (fig.l), 
montre que l’A.T.A. (se1 d’ammonium) inhibe la reac- 
tion d’aminoacylation a partir d’une concentration 
limite (1 .8.1O-6 M). 
3.2. Etude cinttique de la faation de la phknylalanine 
en pksence d’A. T.A. (aminoacylation du tRNA) 
La cinetique de fixation de la phenylalanine en 
presence de diverses concentrations d’A.T.A. (1 a 
4-10e6 M) montre que la vitesse maximale de la 
reaction n’est pas influencee par l’inhibiteur alors 
qu’au contraire la constante de Michaelis augmente 
(fig.2). 
De plus, la representation graphique des K, 
apparents en fonction de la concentration d’inhibiteur 
est lineaire (fig.3) des que la valeur limite de la con- 
centration d’A.T.A. est atteinte. L’inhibition est done 
bien competitive, la constante d’inhibition K, est 
Cgale a 6.lo-’ M. L’existence d’une valeur limite 
a partir de laquelle s’exerce l’inhibition pourrait Ctre 
due 1 des interactions du colorant avec des sites 
distincts de ceux impliques dans le processus 
enzymatique proprement dit, puisque ce phenomene 
n’est pas observe dans la reaction d’echange Phe 
dependante (voir 3.3.). 
3.3. Etude cinttique de la r&action d’kchange ATP-PPi 
‘Pht dipendante’ en prkence d’A. T A 
Pour cette reaction, l’A.T.A. exerce Cgalement une 
inhibition competitive (fig.4). A I’appui de ce resultat, 
la representation des ‘constantes’ apparentes d’echange 
en fonction de la concentration d’inhibiteur (0.4 a 
2.10-’ M) est lineaire (fig.5) et permet de determiner 
la constante K,. On peut toutefois s’etonner que ce 
colorant exerce une inhibition de type competitif sur 
la fixation de la phenylalanine Ctant donne la difference 
d’encombrement sterique entre ces 2 molecules, la 
presence d’un ou plusieurs noyaux benzeniques ne 
suffisant pas pour envisager une inhibition par analogie 
de substrat. En effet, l’acide benzofque et la tyrosine 
qui possedent elles-aussi un noyau benzenique, 
n’exercent aucune inhibition sur les reactions catalysees 
par l’enzyme (travaux non publies). 
4. Conclusion 
Les resultats presentes dans ce travail montrent 
qu’on ne devrait pas negliger le role inhibiteur de I’acide 
aurine tricarboxylique sur I’aminoacylation du tRNAme 
lorsque ce colorant est utilise pour bloquer I’initiation 
de la synthese proteique dans certains systemes acellu- 
laires destines a l’etude de l’elongation des chai’nes 
polypeptidiques sous la direction de I’acide polyuridy- 
lique ou d’un ARN messager naturel. En effet, si 
l’allongement de la chaine peptidique depend dune 
aminoacylation du tRNAPhC, I’A.T.A., mCme 
employee a des concentrations preferentiellement 
inhibitrices de l’initiation [6] pourrait, suivant la 
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